Mast Cell‐Derived SAMD14 is a Novel Regulator of the Human










































gene  called SAMD14  that  is  reduced  in mast  cells obtained  from men with prostate cancer. We 
demonstrate that SAMD14 expression in mast cells can alter their secretions and promote the align‐
ment of matrix fibers that cancer cells use to attach and move around on. By understanding how 




The promotion of  tumor progression partly  involves heterotypic  interactions between MCs and 
cancer‐associated fibroblasts (CAFs), which combine to potentiate a pro‐tumor extracellular matrix 










































































It  is postulated  that mast  cells  acquire distinct molecular  and  functional  abilities 
within the TME [20], but evidence of the molecular changes which regulate mast cell func‐
tion  remain  largely  unknown.  In  this  study,  we  isolated  and  profiled  rare,  patient‐
matched MC populations from human prostate cancer tissue. Our data reveal a novel role 
for MC‐derived SAMD14  in  regulating  their microenvironment via  the  remodeling of 
CAF‐derived matrix and promotion of pro‐tumor prostate epithelium. 
   























from non‐tumor  (MC‐NT) and  tumor  (MC‐T) patient prostate  tissue. To determine  the 
purity of MCs isolated from human prostate tissue, CIBERSORT analysis was performed 
on the gene expression dataset. CIBERSORT is an analytical tool developed by Newman 













Signaling”, “Early and Late Estrogen Response” and  “Hypoxia”  compared  to MC‐NT 
(Figure 1e and Table S3). Differential gene  expression analysis  revealed  changes  in 35 
genes (13 downregulated and 22 upregulated) with an average fold‐change > 2 (FDR < 0.1) 
between MC‐T and MC‐NT samples (Figure 1f and Table S4). Multiple genes with pro‐
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SAMD14  (Sterile  α‐Motif  Domain  containing  protein  14)  (Figure  1f  and  Table  S4). 
SAMD14 belongs  to  the SAM domain protein  family, which exhibits diverse roles and 
functions including signal transduction and transcriptional repression [29,30]. Limited re‐




















































HMC‐1 mast cells were  found  to express very  low  levels of SAMD14  (Figure 2e). 























of blot by densitometry shows  the average  fold‐change of SAMD14 expression  in HMC‐1 and HMC‐1‐SAMD14+ cells 
(unpaired student t‐test; p < 0.005). Replicate and uncropped SAMD14 and β‐actin western blots are shown in Figure S4. 
Mast cells can influence their environment via the secretion of proteins that regulate 
multiple  downstream  biological  processes  and  cellular  functions  [20].  To  assess  how 
SAMD14  overexpression  may  contribute  to  mast  cell  phenotype  and  function,  we 








SAMD14+ secreted proteins  (Figure 3a). 148 secreted proteins  (63  increased and 84 de‐





tion by  immunohistochemistry  in primary human prostate  tissue  specimens, SAMD14 







































































































through  confocal microscopy  and  3D morphometric  analysis  to  provide  an  objective 
measurement of phenotypic transition [13,14]. 
























1 cells were grown on CAF matrices  (Figure S5a).  In contrast,  the addition of HMC‐1‐
SAMD14+ CM abrogated these properties and did not significantly alter BPH‐1 morphol‐
ogy in NPF co‐cultures (Figure S5a). Quantification of BPH‐1 morphological cell parame‐















ECM  fiber alignment  (Figure S7b) and BPH‐1 morphology  (Figure S7c) was consistent 

























Infiltrating  immune cells  in solid tumors actively participate  in tumorigenesis and 
can significantly influence the course and progression of malignant disease. Mast cells are 

































































































tained  from Cabrini Hospital  (Monash Health RES‐20‐0000‐107C  and Monash Health 











mg/mL  streptomycin  (P/S;  Sigma‐Aldrich),  0.5  μg/mL  amphotericin B  antimycin  (Life 
Technologies) and 100 μg/mL gentamicin (Life Technologies)). All  fresh prostate tissue 




















































Clontech  SMART‐Seq  V4  Ultra‐Low  Input  RNA  kit  (Clontech)  according  to 






















(MSigDB  v7.2) were  conducted  using  a  pre‐ranked GSEA method with  the  gene  list 
ranked by LogFC [24,71]. 
4.5. CIBERSORT 












































cell‐line  and  a GFP  reporter  gene  for  isolation  of  SAMD14  expressing  cells was  con‐





















methanol)  at  100 V  for  1  h. Membranes were  blocked  in  blocking  solution  (5%  (w/v) 
skimmed milk powder  in 0.05%  (v/v) Tween 20  (TBST) blocking solution). Membranes 
were either probed with antibodies specific for SAMD14 (NBP2‐13278; Novus Biologicals; 
1:1000) overnight at 4 °C or β‐Actin (A5316; Sigma; 1:100000) for 1 h at room temperature. 
After washing,  the blots were  incubated with either polyclonal goat α‐rabbit  immuno‐
globulins/HRP  (Dako;  1:10000)  or  polyclonal  goat  α‐mouse  immunoglobulins/HRP 
(Dako; 1:10000) for 30 min at room temperature. Immunoreactive bands were detected on 
medical X‐ray  films  (Agfa HealthCare) using Clarity Western ECL Substrate  (Bio‐rad). 
Densitometric analysis of immunoreactive protein bands were quantitated using ImageJ 
(NIH) and calculated as units = Intensity/mm2. After normalizing the levels with β‐actin 
for each  sample,  semi‐quantitative  results  for SAMD14 protein expression were calcu‐
lated. Uncropped western blots are shown in Figure S4. 
   






















lution  (at m/z 200) after accumulation of  ions  to a 3 × 106  target value with maximum 
injection time of 54 ms. Dynamic exclusion was set to 15 s. The 12 most intense multiply 







The  mass  spectrometry  proteomics  data  have  been  deposited  to  the  Proteo‐
meXchange Consortium  via  the  PRIDE  partner  repository with  the  dataset  identifier 
PXD022782 [76]. 
4.12. Proteomic Functional Annotation Analysis 






































































to  the  calculated orientation value. Statistics were performed using  two‐way ANOVA 
with Tukey’s post hoc  test  to determine  the shape  factor, area, and cell  length and an 








































and  β‐actin protein  expression  in HMC‐1 and HMC‐1‐SAMD14+  cell  line. 25  μg of protein was 
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